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To verify the lipid peroxidation in the focal cerebral ischemia, the levels of α －tocopherol, 
ubiquinone and ascorbate were measured in the ischemic center in rats. The former two wer巴
endogeneous lipid soluble antioxidants and the last was a water soluble antioxidant.α 
-Tocopherol, reduced ubiquinone-9 and -10, and reduced ascorbate decreased to 79；＝ふ 73弘
66弘 and7696 0. 5 hour after ischemia, respectively.α －Tocopherol decreased to 63箔 6hours 
after ischemia, and then reached a plateau, while reduced ubiquinones and reduced ascorbate 
declined further to 16% and 10箔 12hours after ischemia, respectively, and then reached 
plateau levels. These results suggest their functional and durational differences as antioxidants 
against lipid peroxidation in this ischemic model. Although the reciprocal increase in oxidized 
ubiquinones during ischemia was not observed, that in oxidized ascorbate was noted. The 
complementary antioxidant system between cytoplasmic and membranous components, the 
combination α －tocopherol/ascorbate, was estimated from the calculated consumption ratio of 
these antioxidants, assuming that the loss of these reduced antioxidants is due to neutralization 
of free radicals. This system was suggested to play an important role in an early ischemic 
period. U rate also marlαdly increas巴dduring ischemia. Therefore, xanthine oxidase activity 
was measured in rats both in normal brain and in ischemic brain induced by four-vessel 
occlusion method. In the control rat, the enzyme activity was 0. 87土0.13 nmol/ g wet brain/min 
at 25。C(mean土 S.Dぷ 92.4箔 wasassociated with the N AD-dependent dehydrogenase form 
and only 7. 6箔 withthe oxygen-dependent superoxide-producing oxidase form. However, th巴
Key words: Lipid peroxidation, Antioxidant, Xanthine oxidase, Cerebral Ischemia 
索引用語：脂質過酸化，抗酸化物質，キサンチンオキジダーゼ，脳虚血
Present address: Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Sakyo・ku,Kyoto 606, Japan. 
60 日外宝第58巻第1号（昭和64年1月）
ratio of the latter form increased to 43. 7勿 after0. 5 hour of global ischemia despite the same 
level in total xanthine oxidase activity. This result suggests the involvement of the oxygen 
free radicals generated from the xanthine oxidase pathway in the pathogenesis of the ischemic 






















では NAD-dependent dehydrogenase (type-D）およ





































で pC02が 3540 mm Hgの範囲内を保つようにし，
体温は 37℃前後を維持させるようにした．ラットは
中大脳動脈閉塞後，O(shamoperation group), 0. 5, 1. 5, 
























た後，遠心し（3000g, 10 min), 4 mlの nヘキサン層
を取り出し， E トコフエロールおよびユビキ／ン分析
に各 2mlを用いた．抽出した各 nー ヘキサンを窒素気
流下lζ溶媒留去した後，その残留物lζaー トコフェロ
ノーレ分析用には nー ヘキサン lOOulを加え，ユビキノ
ン分析用にはイソプロノ~／ーノレ lOOul を加え溶解し，
その 20ulを HPLCIL注入した．使用した HPLC
機種は ShimadzuLC-3Aポンプ，討PD-2A紫外吸光
検出器， RF-500LC重量光検出器， Yanako VMD-101 
電気化学検出器および ShimadzuC-RlA computing 
integratorである．日一トコフエロー ノレ分析には）｜民相型
カラム（Nucleosil-NH2, 15 cm X 4. 6 mm, 5 um 
particle size, Marchery-Nagel, West-Germany）を用
い，主査光検出器（Ex.298 nm, Em. 325 nm）にて定量
したυ．移動相は nヘキサンーイソプロパノ －）レ（98:
2, v:v）を用い，流速は 1.0 ml/minとした．ムビキ
ノン分析は逆相型カラム（NucleosilC-18, 25 cm × 




エータノー ノレ 70;:'1) HCl04 (700:300:1, v:v:v）混液













析した． 逆相型カラム（Nucleosil C-18, 25 cm × 
4. 6 mm, 5 um particle size, Marchery-Nag町、,Yest-
Germany）を用い，電気化学検出器は＋o.svのポテ
ンシャルとした．移動相は 0.2M リン酸パッファー







































































Fig. 1. The time courses of levels of various endogenous antioxidants in focal cerebral 
ischemia in rats. Note the difference in the manner of decrease between 
a-tocopherol, reduced ubiquinones, and reduced ascorbate. The manner of 
decrease in reduced ubiquinones resembles that in reduced ascorbate. Values 
(% of sham operated control) are means土S.D.。f5 observations. 
12 6 1.5 0.5 
。
24 (hr・）12 6 1.5 0.5 。
Effect of focal cerebral ischemia on the level of a-tocopherol. Table 1. 
24 12 6 3 1. 5 0. 5 。Time(h) 
25.1土0.7• 25.1土1.4a 25.4士0.ga 27. 9±2.1• 29.8土1.3• 31. 7土1.6• 40.0土2.7 L* 
38. 7土1.3 
ヰ L:lesioned area, C: contralateralarea. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. 
in nmol/g wet weight. 
a: pく0.01 versus both sham operated and contralatera] groups. 
41. 9士1.0 
Values are means土S.D.of 5 observations and are given 




















Table 2. Effect of ocal cerebral ischemia on levels of ubiquinones. 
UQ 9 
Time(h) 。 0.5 1. 5 3 6 12 24 
L*, red. 7. 2±1. 3 4. 8±0. 6bd 3. 4±0. 7bd 2.4士0.5bd 2. 2 ±0. 3bd 1. 2±0. 3bd 1. 1 ±0. 2bd 
ox1. 25.8土0.6 24. 4土2.0 23. 5±1. 4a 25.5三 4.3 21. 3 :t2. 1 be 24. 0土1.2ac 20. 8±1. 3bd 
total 33.0士1.4 29.1±2. 0 26.8土2.0 27. 9 :t4. 7ac 23. 6::t1. 8bd 25. 2 :t1. Qbd 21. 8±1. 4bd 
C*, red. 8.0土0.5 7. 2±0. 6 8.0土0.6 7. 7士1.1 8. 4±0. 4 9.1±1. 2 8. 9±1.1 
OX!. 27.3±0.5 24.7土1.5 23.9土1.9 26.4土1.6 23.8士0.9 25.9±0.6 25.9土1.8
total 35. 3±1. 0 31. 8土1.7 31. 5士2.2 34.1±0. 7 32.2士1.0 35.1土1.4 34.8土1.5 
UQ 10 
Lホ， red. 3.2土0.6 2.3土0.4ac 1. 6±0. 4bd 1. 1土0.2bd 1. 0土O.lbd 0. 5±0. 2bd 0.4:::0.lbd 
OX!. 10.6土0.5 9.6士o.sa 9.8土0.7 10. 4土1.9 8. 9±0. 7bc 9.8±0.6 8. 5±0. 6bc 
total 13. 8±0. 8 12. 0土0.gc 1. 5士1.Obc 11. 5±2. 2° 10. 0±0. 6bd 10. 3±0. 6b0 8.9土0.7db 
C*, red. 3.6土0.2 3. 2土0.4 3. 7土0.4 3.4土0.6 4.0土0.2 4.2土0.5 4.2土0.7 
OX!. 11.5±0.3 10.3土0.3 10.1±0. 8 10. 7土0.9 10. 4±0. 4 10.6土0.3 10.5土0.7 
total 15.1土0.4 13. 5土0.7 13. 7±1. 0 14. 2±1. 2 14.4士0.5 14. 9±0. 7 14. 7土0.9
* L:lesioned area, C: contralateral area. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. Values are means土S.D.of 5 observations and are given 
in nmol/g wet weight. 
•: pく0.05 versus sham operation group. 
b: pく0.01 versus sham operation group. 
C: pく0.05 versus contralateral group. 






。0. 5 1. 5 3 6 12 24 (hrs) 
Fig. 2. The time course of the oxidized ascorbate. Note the increase from 1. 5 up to 
12 hours after ischemia with its maximum at 3 hours. Values (% of sham 
operated control) are means土民D.of 5 observations. 
らに減少を続け虚血後12時間には1096にまで低下し， 意の増加を認めた．その増加は虚血後3時間で最高と
それ以後平衡状態lζ達した（Fig.l）.一方，酸化型ア なり対照手術群の3倍IC達したが，その後は徐々に減
スコ Jレヒー ン酸は虚血後1.5時間から12時間の範囲で有 少し虚血後24時間には対照手術群のレベルに戻った
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Effect of focal cerebral ischemia on the level of ascorbate. 
Time(h) 0 0. 5 1. 5 
L*, red. 2. 5土0.3 l.9±Q.3bc l.6±0.4bd 
oxi. 9. 6土0.6 9. 4土1.4 15. 8土2.6bc 
total 2. 5±0. 3 1. 9土0.3bc l.6±Q.4bd 
3 6 12 24 
1. 2土0.6bd o. 6±0. 2bd 0. 2士0.2bd 0. 3土0.2bd 
28.2土3.4bd 25. 4土6.lbd 15.1 土 4.3•c 7.8土4.0 
l.3±0.2bd 0.6土0.2bd 0. 3土0.2bd o. 3土0.2bd 
Table 3. 
2.6士0.4 2. 5土0.2 2.5土0.4 
9.2土1.2 9.0±2.7 10.0土4.8 
2.6土0.4 2.5土0.2 2.5土0.4 
2.6土0.2





























非手術側群の尿酸平均値が 3.06 nmol/g wet brain 















C*, red. 2. 6士0.3 2. 6±0. 2 2. 5土0.2
oxi. 9. 2士0.3 9. 1土1.1 9. 1土2.2
total 2. 6土0.3 2. 6土0.2 2.5土0.2
ホ L:lesioned area, C: contralateral area. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. Values are means土メ.D. of 5 observations and are given 
in umol/g wet W目ght(reduced and total ascorbate) and nmol/g wet weight (oxidized ascorbate）・
•: p<O. 05 versus sham operation group. 
b: p<O. 01 versus sham operation group. 
C・ Pく0.05 versus contralateral group. 

































Fig. 3. The time courses of relative redox changes 
in various antioxidants. Although the total 
levels of ascorbate and ubiquinones decline 
in accordance with the de仁rcasein red u《ed
forms, their relative redox changes toward 













Table 4. Effect of focal cerebral ischemia on the level of urate. 
Time(h) 。 0.5 1. 5 3 6 12 24 
L* 5. 2土2.5 10. 4 土2.3• 15. 7 土2.0• 25.l士5.8• 53. 1±15. 2• 71. 8 ± 5.4• 100. 3土19.9°
C* 3.1土1.0 3. 0土0.7 3.1土1.5 3.0±1.6 2.5± 0.4 3.4±0.6 3.0±0.6 
* L: lesioned area, C: contralateral area. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. Values are means土お.D. of 5 observations and are given 
in nmol/g wet weight. 
a・Pく0.01 versus both sham and contralateral groups. 
注入し麻酔を導入した後， pancuroniumbromideを 紫外吸光は 290nmで電気化学は＋0.6Vにて尿酸を
腹腔内IC注入し非動化させた．ただちに気管切闘を施 検出した．逆相型カラム（LichrosorbRP-18, 25 cm 
行し人工呼吸器に接続した． ー側大腿動脈に血圧測定 ×4 mm, 5 um particle size, Merk, ¥Vest-Germany) 
および動脈血ガス分析用にカニュレーゾヨンを行った． を用い， 移動相はO.lMリン酸アンモニウムパ γロァ
なお，動脈血ガスは p02が lOOmmHg以上で pCO, 一（pH4. 8）とした．なお，流速は 1.0 ml/minで定
が 35-40mmHg の範囲内に維持した． また休楓も 量は外部標準法でiiった．
31・c近くを維持した． まずラ ットを腹臥位lとて手術 (3）活性測定
台に固定し，両側の椎骨動脈を電気凝固した．次に仰 キサンチンオキシダーゼ活性は Della Corte and 
臥位IC.換え両側の頚動脈100-0ナイロン糸をかけ，糸 Stirpeの方法1lt41》に若干の改変を加え測定した．凍結
の両端にシリコンチュープを通した糸を引き頚動脈を した約 75mgの大脳皮質サンプルを lmlの O.lM
チューブ内で屈曲させるととで血行遮断を行った．全 Tris-HCIバッファー（pH8.1, lmM EDTA, lOmM 
脳虚血作製30分後，液体窒素で msitu freezingを行 dithioerythritol, lm M phenylmethylsulfonylfluoride 
った．対照手術群も同様の処置を行った. -30。じの 含む）を加えポリトロンを用いホモジェナイズした．乙
クライ オスタット内で脳を取り出し硬膜や表在血管を のホモジェネートを遠心（100000g, 30 min, 4℃）した
取り除いた後，液体窒素内に保存した．なお，虚血群 後，」：請を活性測定IC用いた．キサンチンオキシダー
および対照手術群はともに 5匹のラヴトを用いた． ゼ活性はキサンチンを基質として NAOの存在下ま
(2）キサンチンオキシダーゼ測定 HPLC条件 たは非存在下での尿酸の増加量を計ることで測定し
キサンチンオキシダーゼ活性を測定するための尿酸 た30＞＿ 反応液の組成は 0.05mMのキサンチン， 0.1M 
の定量は紫外吸光検出器と電気化学検出器を用いて行 の Tris-HCIバッファーで 0.5mMの NAOを含む
った抑．使用した HPLC機器は ShimadzuLC・6A ものと含まないものを用意した．なお， NAOを反応
ポンプ， SPD-6A紫外吸光検出器， YanakoVMD・101 液iζ加えることによりキサンチンオキシターゼの総量
電気化学検出器と Shimadzu C・R4 A computing (type-D + type-0）が測定され， NAOを加えないも
integrator である．二つの検出器を連続して接続し， のは反応液中の溶存酸素のみが電子受が体となるため
~ヨ
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Fig. 4. Xanthine oxidase in purine metabolism of the rat brain. :¥anthine oxidase 

















40 60 20 40 60 
Incubation time (min) 
e reaction mixture with NAO 
o reaction mixture without NAO 
Fi邑.5. Examples of urate production according to 
incubation times are shown. A value of 
urate production in the rection mixture with 
N AD means the activity of type-D plus type-
0. A value in the reaction mixture without 
NA D means the activity of type-0. Note 
the difference in urate production rate in the 
reaction mixture without NAD between the 
control and ischemic rat brains. 
Oxygen-dependent oxidase (type-0）のみが測定され
る乙ととなる＿ 100 ulの上清κlOOulの反応放を加





キサンチンオキシダーゼ活性は mlU/g wet weight 














Tab』e5. Xanthine oxidase activity in rat brain. 
XD XO XD+XO % in XO form 
control 0.81土0.13 0. 07 :0. 01 0. 87 ±0. 13 7. 57±1. 47 
1sche『rna 0.51±0.07• 0. 40 :::: 0.10• 0.91土O.lONS 43. 72土7.58•
本 Valuesare means士出D.of 5 observations. 
Dimention is expressed as mlU/g wet weight1m•n at 25 C、
a pく0.01 versus control. 
NS: not signi五cant.




Markley et al. 討pectrofluorometry 
Betz Radioactive assay 
Kinuta* HPLC-H、D
* present study. 
Activity 
23-68 nmol/mf protein/2hrs at 37。C,pH 7.4 
4 nmol/g wet weight/min at 25°C, pH 8. 35 
10 nmol/ g protein/h at 30・C,pH 7. 4 
2. 26 nmol/mg protein/h at 37。C,pH 7.4 
0. 87 nmol/g wet weight/min at 25。C,pH 8.1 
脳虚血における脂質過酸化およびキサンチンオキシダーゼの変化 67 
dependent oxidase (typeο）の割合が43.7%に増加し 化型ユピキノンの増加は認めなかった．なお，他の虚
ていた．なお，参照として’fable.6 IC現在まで報告さ 血モテソレでは酸化型ユピキノンの相補的な増加が認め





日ー トコフェロー Jレが酸化的障害lζ対して細胞膜を 能性もある．同様な結果がラット虚血肝でも認められ
保護し，その欠乏が酸化的障害に対する細胞膜の危弱 ている25ヘ






では r トコフエロールは中大脳動脈閉塞後o.s時間で 多くの活性酸素種の有効な消去物質であることが知ら























消去すると考えられている．本実験においても同じ脂 turnover rateは時間あたり 2；；ちであり乙れは虚血に























αー トコフエローノレでは 16.68nmol’g wet brain/hour 
であるのに対して，還元型トコフエロールでは 1208





















(lvpt・ ｛ー｝）の 比率が約30,Sち増加し， NAD-dependent
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